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ABBOTT LABORATORIES 
North Chicago, Illinois, V.St .A • 



Verf ahren zur Herstellung von Urokinase 



Es ist seit etwa 1951 bekannt, daS Urokinase die Umwandlung 
von Plasminogen in Plasmin bewirkt. Auf grand dieser F&higkeit 
hat die Verbindung als Aktivator, welcher die AufliJsung von 
Blutgerinnseln bzw. -klurapen f8rdert, Verwendung gefunden« 
Eine zur Auflosung eines Blutgerinnsels befahigte Einzeldosis 
erfordert jedoch einen ziemlichhohen Anteil ara Urokinase, 
welche bis 1962 hauptsachlich aus Harn extrahiert wurde. 
Seitdem wurde die Urokinase aus in geeigneten Nahrmedien 
geztichteten Kulturen von Nierenzellen verschiedener Tiere 
erzeugt* Die auf diese Weise erhaltene Urokinase ist von der 
frUher verwendeten, aus Harn hergestellten Substanz in im- 
munologischer Hinsicht ununterscheidbar. Nierenzellen kBnnen 
jedoch vor ihrem Einsatz zur Herstellung von Urokinase zwar 
im GroBmafistab propagiert werden, die Urokinase synthese ist 
jedoch auch in diesem Palle kostspielig und aufgrund des bei 
dieser Methode erforderlichen Raumbedarf s nur innerhalb be- 
st immter Grenzen moglich. 
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Mit dem Ziel, genugende Mengen des Wirkstoffs fUr die Be- 
kSmpfung von Blutgerinnseln in der Humanmedizin zur Ver- 
filgung zu stellen, wurden Forschungen hinsichtlich der Zell- 
kulturen, der zu ihrer ZOchtung verwendeten Nahrmedien und 
der Methode zur Propagierung dieser Zellen unternommen. Diese 
Versuche zur Optimierung der Urokinasesynthese hatten bisher 
jedoch nur wenig Erfolg; die hergestellte Urokinasemenge 
reichte lediglich fttr Experimentalzwecke aus. Es besteht daher 
insbesondere die Notwendigkeit , die pro Oberf lScheneinheit der 
Kultur und pro Zeiteinheit erzeugte Menge an Urokinase zu 
erhGhen, urn in diesem f ibrinolytischen Enzym ein tatsSchlich" 
verfiigbares Mittel zur Blutgerinnselbehandlung in der Human- 
medizin zu besitzen. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht somit darin, eine Methode 
zu schaffen, mit deren Hilfe die Urokinaseproduktion propa- 
gierter Zellkulturen gesteigert wird. Im besonderen soil mit 
Hilfe der Erfindung die Gewinnung von Urokinase aus einer 
Zellkultur derart verbessert werden, dass eine wesentlich 
h5here Ausbeute erzielt wird, ohne dass die Qualitat des 
Produkts darunter leidet. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
von Urokinase aus einer zusammenhSngenden Nierenzellenkultur 
in einem 0,3 bis 1,2 % Glycin enthaltenden organischen NSLhr- 
mediura. 

- * _ 

Nahrmedien sind seit langem bekannt und haben dement spre- 
chend Eingang in das Schrifttum gefunden. Die Medien wurden 
in Einzelf laschen sowie in Petri-Schalen Oder in der unter 
der Bezeichnung "mass tissue culture propagator" (MTCP) bekann- 
ten Zuchtvorrichtung, welche die Erzeugung von Urokinase aus 
Nierenzellen im Grossraassstab gestattet, eingesetzt. Mit Hilfe 
des MTCP werden einige der bei der ZUchtung von Warmbltlterzellen 
in Flaschen auftretenden Nachteile, haupts&chlich das Erforder- 
nis in r extrem hohen Anzahl von Flaschen ftir eine* im Gross- 
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maBstab erf olgende Synthese sowie die mit der Verw ndung 
einer derart hohen Flaschenzahl zwangslaufig verbundenen 
Prbbleme, ttberwunden. Der MTCP schafft ferner ein Mittel 
zur Beibehaltung derselben Bedingungen fiir alle Zellen in 
den .verschiedenen Einzelschichten und gewShrleistet die 
Einheitlichkeit des pH-Wertes sowie der gelBsten Sauer- 
stoff- und Ko hi end io xi dmenge innerhalb des gesamten Mediums • 
Der MTCP besteht im wesentlichen aus einem Glasgef&B, wel- 
ches mehrere tibereinander gestapelte flache Glasplatten Oder 
-schalen enthalt* Han fiillt den Propagator so weit, daB das 
die gewtinschte Anzahl von Zellen enthaltende Medium die 
Platten bzw, Schalen gerade bedeck*. Die Zellen haften und 
wachsen an den Platten bzw, Schalen, Man speist ein Koh- 
lendioxid/Luftr-Gemisch kontinuierlich ein, um eine Sauer- 
stoff- und pH-Kontrolle an dem.bekannten ,(in der Regel mit 
"Bicarbonat gepuff erten) Medium vorzunehmen, Nach Bedarf 
kann eine mechanische Einrichtung vorgesehen sein, mit 
der en Hilf e man das Medium Uber der Zellkaltur zirkulieren 
lafit . 

Bei den Synthesezyfclen werden die Zellen zuerst im Zellen- 
wachstumsmedium bis zum Zusammenwachsen (Konfluenz) kulti- 
viert. AnschlieBend ersetzt man das Wachstumsmedium voll- 
stSndig durch ein zweites Medium, welches sich fiir die Er- 
zeugung von Urokinase aus den in der erwShnten Weise kul- 
tivierten Zellen eignet. Auf das letztere Medium bezieht 
sich die vorliegende Erfindung. 

GemelS einer generellen erfindungsgemSBen Ausfilhrungsform 
werden Zellen mit bekannter Bef ahigung zur Bildung von 
Urokinase in Kunststoff- oder Glaskolben gezttchtet. An- 
schlieBend werden die Zellen in ein geeignetes Wachstums- 
medium verpflanzt und in einem geschlossenen System nach 
Spiilen des letzteren mit Kohlendioxid bis zu einem pH-Wert 
von 7,2 bei 37°C inkubiert. Wenn das Konfluenz stadium er- 
reicht ist, werden die Zellen mit gepuff rter Kochsalzlo- 
sung gewaschen. Die WaschflUssigkeit wird dann durch ein 
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geeignetes Erhaltungsmedium ersetzt, welches verschiedene 
zur Erhaltung der Zellen und ihrer Urokinaseproduktion 
erforderliche Zusatze enthait. 

• 

WShrend sowohl die Kultivierung der Zellen "bis" zum Kon- 
fluenz stadium als auch die Erhaltung ihrer Produktions- 
fahigkeit in der Literatur beschrieben sind, wurde nunmehr 
f estgestellt , daB sich die Urokinaseproduktion betrachtlich 
erhohen laflt, indem man dem Medium pro 100 Volurateile 0,3 
bis 1,2 Gewichtsteile Glycin einverleibt • GewiJhnlich pro- 
duziert die Kultur nach etwa 4 bis 5 Wochen eine in wirt- 
schaftlicher Hinsicht optimale Urokinasemenge . Dies bedeu- 
tet, daB die erhaltene Urokinasemenge zwar nicht. zwangsiau- 
fig der maximal erzielbaren Menge entspricht, jedoch dazu 
ausreicht, den Nutzeffekt einer weiteren Urokinasesynthese 
so weit herabzusetzen, dafl es lolmender erscheint, von einer 
frischen Charge einer ( zusammenhangenden) Monolayer-Wachs- 
tumskultur auszugehen. 

Die nachstehenden Beispiele sollen die erf indungsgemaBen 
Vorteile erlautern, ohne die Erfindung zu beschrSnken. 

Beisuiel 1 
Menschliche embryonale Nierenzellen, welche in 75 mm-Falcon- 
-Kolben kultiviert wurden, werden in einem Anteil von 
5 x 10^ Zellen in 40 ml eines NMhrmediums verpflanzt, 
welches aus Parker-Medium (beschrieben im Grand Island f s 
Biological Catalog? GIBCO) besteht und 1 x BME ( BME « 
grundminimale essentielle Vit amine und Amino saur en; be- 
schrieben ibid.) sowie 10 Volumprozent fetales Kalbserum 
enthait. Nachdem Kohlendioxid zur Einstellung des pH-Wertes 
auf 7,2 eingeleitet wurde, werden die Kolben im geschlosse- 
nen System bei 37°C inkubiert. Nach dem Erreichen des 
Konfluenzstadiums oder der Bildung einer zusammenhangen- 
den einzelligen Schicht (Monolayer) werden die Zellen mit 
0,8prozentiger waSriger Natriumchloridlosung, welche mit 
Phosphat auf einen pH-Wert von 7,4 abgepuffert ist, ge- 
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waschen* 

AnschlieBend ersetzt man die Waschf ltissigkeit durch das 
Erhaltungsmedium, welches aus 0,5 Gewichtsprozent Lact— 
albumin-hydrolysat , verscliiedenen Anteilen (Gewicht/Vo lumen) 
von mensch.lich.em Serum albumin (MSA) mad 0 t 1 Gewichtsprozent 
Glukose in 0 f 8prozentiger Earle-LSsung (Earle's "balanced salt 
solution) hesteht undverschiedene Anteile (in Gewichtsprozent; 
vgl. Tabelle I) Glycin sowie 0,8 g/Liter Natriumbicarbonat 
enthalt. Tabelle I zeigt die an den angegebenen Tagen er— 
zielten Urokinasetiter pro ml. 



T a b e 


lie 

• 


I 






Zusatz 10. Tag 


19 -Tag 


33. Tag 


42 .Tag 


0,5 i> MSA 


86 


195 


335 


443 


0,5 # MSA + 0,6 # Glycin 


129 


264 


498 


647 


0,1 1> MSA 


. 80 


179 


275 


396 


0.1 55 MSA + 0,6 H Glycin 


145 


276 


539 


671 


O,05 # MSA 


96 


164 


309 


443 


0.05 95 MSA + 0.6 H> Glycin 


112 


204 


- 362 


535 


0,05 ?5 MSA 


80 


157 


297 


427 


0.05 # MSA + 0,6 # Glycin 


116 


213 


408 


536 


djurchschnit-fcliclie Erhohung, 52 


38 


48 


40 


B e i b p 


i e 1 


2 







Bei einem weiteren Versuch wird die TJrokinaseerzeugung nach 

demselben Nierenzellenkultivierungs— und -waschprozeB wie 

in Beispiel 1 unter Verwendung von 5 Zellen-Propagierkolben 

fttr jeden Zusatzstoffanteil getestet. Das Erhaltungsmedium 

besteht dabei aus demselben Grund-Nahrmedium, enthalt je- 

doch 1 g/Liter Glukose sowie verschiedene Anteile von Glycin. 

Tabelle II zeigt die Resultate (Mittelwerte aus den 5 Kolben) 

x 

in Form der Urokinase-CTA E inhe i t en/ ml nach einer unter- 
schiedlichen. Anzahl von Tagen, Alle Nahrmedien enthalt en 
0,1 Gewichtsprozent (pro Vo lumen) menschliches Serumalbumin. 

x CTA ist die Einheit der Urokinase -Aktivit&t , vgl. 
Journ. Lab. Clin. Med., Bd. 65, S. 713-731 (Mai 1965) 
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T a b e 1 1 e 



II 



a) N&hrmedium*) 
+ 0,6 Glycin 

Nahrmedium 

+ 0,9 ^ Glycin 

Nahrmedium 

+ 1,2 $> Glycin 



567 nach 
27 Tagen 

688 nach 
27 Tagen 

740 nach 
27 Tagen 



700 nach 
34 Tagen 

755 nach 
34 Tagen 

774 nach 
34 Tagen 



b) Nahrmedium 

+ 0 f 6 $> Glycin 

Nahrmedium 

+ 0,9 # Glycin 

Nahrmedium 

+ 1,2 # Glycin 



357 nach 
29 Tagen 

377 nach 
29 Tagen 

589 nach 
29 Tagen 



512 nach 
36 Tagen 

579 nach . 
36 Tagen 

721 nach 
36 Tagen 



c) Nahrmedium 

+ 0,6 ?5 Glycin 

Nahrmedium 

+ 0,9 Glycin 



302 nach 
28 Tagen 

449 nach 
28 Tagen 



554 nach 
36 Tagen 

651 nach 
36 Tagen 



Nahrmedium 


652 nach 


963 nach 


+ 0,6 ?5 Glycin 


27 Tagen 


34 Tagen 


Nahrmedium 


714 nach 


1008 nach 


+ 0,9 j& Glycin 


27 Tagen 


34 Tagen 


Nahrmedium 


820 nach 


1155 nach 


+ 1,2 ?S Glycin 


27 Tagen- 


34 Tagen 



*) wie vorstehend beschrieben 



Beispiel 3 
Wahrend die vorangehenden Beispiele klar die verbesserte 
Urokinasebildung bei Zugabe verschiedener Glycinmengen zum 
Erhal-fcungsmedium zeigen, verdeutlicht dieses Beispiel die 
besonders giinstige Wirkung eines Glyoinzusatzes zu alien 
Kulturen, welche hinsichtlich ihrer Befahigung zur Uroki- 
naseproduktion (Erzeugung von 400 Oder weniger CTA-Einhei- 
ten von Urokinase innerhalb von 30 Tagen) als gerade noch 
rentahel anzusehen sind. Es wird dasselbe Nahrmedium wie 
in Beispiel 2 verwendet. 

Eine Kultur,' welche innerhalb von 30 Tagen mit 0,6 $> Glycin 
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350 Einneiten erzeugt, produziert mit 1 # Glycin 584 Ein- 
neiten und mit 1,2 £ Glycin 598 Einneiten. 



Eine Kultur, welcne innernalb von 35 Tagen mit 0,6 # Glycin 
549 Einneiten produziert, erzeugt mit 0,9 $ Glycin 748 Ein- 
heiten und mit 1,2 # Glycin 1011 Einneiten. 

Drei Kultur en (a, b und c) ergeben nacn 35 Tagen mit 0,6 
0,9 ?6 bzw. 1,2 £ Glycin. folgende Urokinase-CTA-Einheiten: 
a) 473 - 793 - 1011 5 b) 265 - 469 - 449; c) 309 - 547 - 606 
Zwei weitere Kulturen (d und e) lief em nacn 34 Tagen nach- 
stehende Urokinase-CTA-Einheiten: d) 265 - 479 - 661; 
e) 265 - 400 - 633. 

Beisniel 



Bei einem weiteren, gem&B Beispiel 1 durcngefunrten Versuch 
wird die gtinstige Wirkung eines Glycinzusatzes auf die Uro- 
kinaseausbeute getestet. Tabelle III zeigt die nach 3, 4 
und 5 Wochen erzielten Resultate (in UrokinaBe-CTA-Einheiten/ 

ml) • 



T a belle 



III 



21 


28 


35 


59 


92~ 


iii" 


104 , 


157 


158 


170 


264 


315 


234 


329 


330 


303 


446 


419 


436 


487 


483 



Tage 

0 # Glycin 
3,0 ?6 Glycin 
6 f 0 Glycin 
7,0 $> Glycin 
8,0 96 Glycin 
9,0 96 Glycin 



Eine weitere Erhoimng der Urokinaseausbeute lafit sich nach 
Bedarf dadurch erzielen, daB man dem glycinHaltigen Erhal- 
tungsmedium eine eehr geringe Menge von Pronase einyerleibt 
Beispielsweise werden die aus Tabelle IV ersichtlichen Re- 
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118 


222 


378 


541 


632 


226 


533 


606 


950 


965 


261 


400 


574 


973 
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sultate erzielt, wenn man als Erhaltungsmedium das Medium 
von Beispiel 1 mit einem Zusatz von 0,06 bis 0,13^/ug Pro- 
nase/ml verwendet. 

Tabelle IV 

Zusatz 8. Tag 15. Tag 22. Tag 29. Tag 36 .Tag 

Vergleichsprobe 
0 , 06 yug/ml 
0,13/ug/nil 

Eine weitere Verbesserung wird auflerdem erzielt, wenn man 
die Pronase erst am 3. Tag des Produktionszyklus zusetzt. 
Das Vergleichsmedium von Beispiel 1 liefert am 10. bzw. 
17« Tag Urokinasetiter von 298/ml bzw. 490/ml. Bei Ver- 
wendung von 0,5^/Ug Pronase/ml Medium betragen diese Titer 
508/ml bzw. 792/ml. 

Man erkeiuxt aus den vorangehenden Beispielen, daQ die Wir- 
kung von Glycin sehr ausgepragt ist. Sie ermBglicht es f 
zur Herstellung von Urokinase Zellkulturen zu verwenden, 
welclie an sich als gerade noch rentabel anzusehen sind% 
Jedoch auch bei optimalen Zellkulturen ISfit sich. die Aus- 
beute stark erhohen. Es wird eine 50— bis 600prozentige 
Ausbeutesteigerung erzielt, bezogen auf jenen Wert^ der 
bei Verwendung desselben, jedoch keinen Glycinzusatz ent- 
haltenden TTahr- oder Erhaltungsmediums zu erwarten ist, _ 

Es ist tiberraschend , daS eine spezielle Aminosaure in 
einem bestimmten Mengenbereich zu den vorgenannten aus- 
gezeicimeten und unerwarteten Resultaten flihrt. Glycin 
ist die einfachste und verbreitetste Aminos&ure. Obwohl 
f erner bereits die iiblicherweise den Produktionsmedien 
fiir Nierenzellen einverleibten Amino saure-Zusatze ge- 
ringe Mengen bestimmter Aminosauren enthalten, ist fest— 
zustellen, daS die erf indungsgemafl verwendeten Anteile im 
Bereich des 100fachen der herkomralich eingesetzten Mengen 
liegen. tJberraschenderweise wurde weiterhin gefunden, daQ 
sich unbegrenzte Glycinmengen nicht gUnstig auswirken und daQ 
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der optimale Anteil des Zusatzstoff es im Bereich von 0,3 bis 
1 ,2 Volumprozent des Produktions-Nahrmediums lie gt .Ante ile von 
weniger als 0,3 $> fuhren zu einer sehr geringen, vom wirt- 
schaftlichen Standpunkt jedoch inuner noch relevanten Stei- 
gerung der Urokinasebildung, auf welche sich Anteile von 
mehr als 1,2 Volumprozent andererseits schadlich auswir- 
ken. ttberraschend ist auBerdem, daB die einfachste exi- 
stierende Aminosaure die beschriebene, ausgepragte Wirkung 
auf die Urokinaseproduktion besitzt, Andere Aminosauren, 
die in mit den erfindungsgera&B eingesetzten Anteilen ver- 
gleichbaren Mengen verwendet wurden, zeigten keine oder 
zuweilen so gar entgegengesetzte Wirkungen auf die Uroki- 
naseproduktion. 

Wie erwShnt, werden die besten Ergebnisse erzielt, wenn 
man zur Urokinase erzeugung eine an einer f est en Oberflache 
haftende, zusammenhangende einschichtige. Zellstruktur ver- 
wendet. Derartige Monolayer-Strukturen wurden bereits bei 
friiberen Forschungen verwendet und sind in der Literatur 
beschrieben. Die optimale Temperatur fiir die erfindungsge- 
mSBe Urokinaseerzeugung betragt 37°C ± 0,5°C. Bei darunter- 
liegenden Temperaturen erfolgt die Urokinasebildung nicbt 
mit optimaler Geschwindigkeit , w&hrend bei btJheren Tempe- 
raturen die Gefabr einer Sch&digung der Urokinase erzeugen- 
den Zellen so stark in den Vordergrund tritt, daB der Er- 
folg der Synthese in Frage gestellt wird. 

Wie der mit der Technik der Erhaltung lebender Zellen in 
einem Nahrmedium vertraute Facbmann erkennen wird, ISLBt 
sicli die vorgenannte gunstige Wirkung mit beliebigen Arten 
von WSlirmedien fiir Nierenzellen erzielen* Diese Medien 
kfinnen verschiedene Anteile von Mineral stof fen und/oder 
Vitaminen, Puffera u.a. entbalten sowie unterschiedliche 
Konzentrationen an den Bestandteilen aufweisen. Beispiele 
fiir derartige Komponenten eind die gebrauchliche Earie- 
I Baring, Natriumbicarbonat sowie andere Ublicbe Zus&tze fiir 
zum vorgenannten Zweck verwendet N&hrmedien. 
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1 . Verfahren zur Herstellung von Urokinase aus einer 
zusaromenhangenden Kultur von lebenden Nierenzellen 
in einem waBrigen Nahrmedium, welches auBer den 
iiblichen Zellkultur-Erhaltungszusatzen pro 100 Volumteile 
0,3 bis 1 y 2 Gewichtsteile Glycin enthait. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Glycin in einem Anteil von 0,6 his 1,2 Ge- 
wichtsteilen eingesetzt wird. 

3« Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
... dafl das Nahrmedium zusatzlich pro 100 g 6 bis 50^/ug 
Pronase enthait. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pronase in einem Anteil von 6 bis 20 ^ug 
eingesetzt wird# 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Nahrmedium pro 100 Gewichtsteile 0,6 his 

1,2 Gewichtsteile Glycin sowie 6 x 10~ 6 bis 20 x 10~ 6 
Gewichtsteile Pronase enthait. 
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